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Abstract (Basic) : DE 4322570 C 

New stromal cell line from human bone marrow contains in its genome 
DNA sequences from Simian virus (SV)-40 having a defective origin of 
replication . 

Partic. a part of the late SV-40 gene encoding the coat protein is 
deleted, and the virus sequences contain at least a region encoding the 
T-antigen . 

Specified cell lines have been deposited as DSm ACC 2055 and 2056. 

USE/ADVANTAGE - The cell lines are used~(l) as feeder layers of 
haematopoietic cells and osteoclast precursors (e.g. for analysing the 
effects of drugs on malignant bone marrow cells from leukaemia 
patients), (2) for prodn. of growth factors (G-CSF and IL-6) and (3) 
for expressing genes, cloned in vectors which replicate under control 
of the large T-antigen of SV-40. Because the origin of replication is 
defective, spontaneous changes in the cell line caused by virus prodn. 
cannot occur. Unlike prim, stroma, these cell lines have a precisely 
defined, uniform cell population not subject to experimental variation. 
They are capable of unlimited division, remain adherent after 
irradiation and produce large amts. of growth factors (controllable by 
irradiation or stimulation with interleukin-1) . 
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© Stromale Zellinien aus menschlichem Knochenmark 

(§) Die Erfindung betrifft stromale Zellinien aus menschli- 
chem Knochenmark, welche in ihrem Genom virale DMA 
Sequenzen des Simian Virus 40 (SV 40) enthalten. 
Aufgabe der Erfindung 1st es, Zellinien bereitzustellen, wobei 
spontane Veranderungen der Zellinien durch Vlrusproduk- 
tion ausgeschlossen slnd. 

Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB der Replikationsur- 
sprung des SV-40-Vfrus defekt ist 
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Beschreibung 
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Die Erfindung betxifft stromale Zellinien nach dem 
Oberbegriff des Patentanspruchs 1. 

Menschliches Knochenmark kann in vitro maximal 20 
Wochen kultiviert werden. Es ist dabei auf die Funktion 
von Feederzellen angewiesen, die gleichfalls aus dem 
Knochenmark gewonnen werden. Die Interaktion zwi- 
schen Knochenmarkzellen und Feederzellen ist weitge- 



Anzahl von TeHungen ab. Die beanspruchten stromalen 
Linien sind unbegrenzt teflungsfahig. 

c) Wachstumsarrest durch Bestrahlung 

FOr Experimente, in denen die stromalen Zellen als 
•Feeder-Layer" (-FQtterzellen) fQr hamopoetische 
Progenhoren verwendet werden, mQssen sie in ibrem 
Wachstum arretiert werden und gieichzeitig an der Zell- 



hendunerforscht,steUtabermitgroBerWahrschemlidi- io kulturschale haften bleibea Bislang beschriebene SV- 
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keit den SchlOssel zu einer erfolgreichen Langzeitkulti- 
vierung dar. Sowohl die Gewinnung als auch die Analy- 
se primarer Feederzellen aus Knochenmark stellt hier- 
bei em betrachtliches technisches Problem dar, da diese 
Zellen 

— aufgrund ihrer langen Verdoppelungszeit und 
des folglich extrem langsamen Wachstums nur in 
begrenzter Menge zur VerfQgung stehen; 
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40-immortalisierte linien l&sen sich nach Bestrahlung 
von ihrer Unterlage ab, wahrend die beanspruchten 
Zellinien sowohl das Wachstum einstellen als auch ad- 
harentbleiben. 

d) Produktion von hamopoetischen Wachstumsf akturen 



Feederzellen ffir hamopoetische Vorlauferzellen 
steuern deren Wachstum und Differenzierung u.a. 



aufgrund ihrer begrenzten Lebensdauer (Zelltod 20 durch die Produktion von Wachstumsf aktoreiu Die be- 
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anspruchten Zellinien sind in der Lage, groBe Mengen 
dieser Wachstumsfaktoren zu produzieren, wobei die 
Faktorprodukdon sowohl durch Bestrahlung als auch 
durch Stimulation mit Interieukin 1 beeinfluBt werden 
kann. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand zweier Aus- 
fQhrungsbeispiele mit Hilfe der Fig. 1 und 2 naher erlau- 
tert Dabei zeigen die beiden Figuren die Clone Charts 
der verwendeten SV-40 Plasmidvektoren. 

Andere Vektoren, welche mindestens die viralen 
DNA Sequenzen des Simian Virus 40 enthalten, die fQr 
das T Antigen kodieren und fOr die der Replikationsur- 
sprung des SV-40 Virus defekt ist, kdnnen ebenfalls be- 
nutzt werden. Geeignet sind auch solche Vektoren, bei 
35 denen zusatzlich die spate Gene des SV-40 Virus, wel- 
che fur die HQUproteine kodieren deletiert sind. 

Primare adharente Zellen aus menschlichem Kno- 
chenmark wurden mit Hilfe eines solchen SV-40-Plas- 
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nach ca.30 Zellteilungen) fOr Langzeitversuche und 
Versuchsreihen untauglich sind; 

— ein Gemisch aus imterschiedlichen Zelltypen 
darstellen, so daB eine Einzelkomponentenanalyse 
nicht durchgefQhrt werden kann; 

— keine Kontaktinhibition zeigen, also zum 
Wachstumsarrest bestrahlt werden mfissen. 

Aus Harigaya K, Hiroshi H: Proa NatL Acad. ScL, 
USA 82: 3477—3480, 1985 ist bekannt die Transfektion 
von menschlichen Knochenmarkzellen mit einem Repli- 
kationskompetenten SV-40 Konstrukt mit Hilfe der Ca- 
Phosphat-Prazipitation durchzufdhren. 

Wegen des intakten Repiikationsursprungs und der 
intakten spaten Gene besteht one erhdhte Wahrschein- 
lichkeit st&render spontaner Virusproduktion. 

Des weiteren ist aus Singer Jw, Charbord P, Keating 
A, Nemunaitis J, Raugi G, Wight TN, Lopez J A, Roth 
GJ, Dow LW, Fialkow PJ: Blood 70: 464—474, 1987, midvektors transfiziert. Die Transfektion erfolgte mit 
bekannt die DNA eines Wildtyp SV-40-Virus durch In- 40 Liposomen. Die im Verlauf der lipofektion transfizierte 
fektion in das zellul&re Genom der Knochenmarkzellen DNA gelangt in den Zellkern der Knochenmarkzellen 
einzuschieusen. Aus den so verfinderten Zellen lassen und integriert dort in die chromosomale DNA. Die Inte- 
sichjedoch kerne permanentenZellimenableiten. grationsstelle des Vektors ist hierbei nicht vorherseh- 

Aufgabe der Erfindung ist es, Zellinien der e. g. Art bar, geschieht also zufallig. Die Expression des in das 
bereitzustellen, wobei spontane Verfinderungen der 45 zellulare Genom integrierten SV-40 T Antigens bewirkt 



Zellinien durch Virusproduktion ausgeschlossen sind. 

Geldst wird diese Aufgabe durch die Merkmale des 
Patentanspruchs 1. 

Die UnteransprQche 2 bis 5 beschreiben vorteQhafte 
Ausgestaltungen der Erfindung. Die ttbrigen Ansprflche 50 
zeigen wichtige Verwendungen der beanspruchten Zell- 
linienauf. 

Die beanspruchten Zellinien weisen im Gegensatz zu 
alien bisher beschriebenen humanen Knochenmarkstro- 
mazellinien folgende Vorteile auf. 

a)Homogenitat 

Die Zellinien bestehen im Unterschied zu primarem 



eine Immotalisierung dieser Zellen. 

Die so etablierten Linien sind immortalisiert, zeigen 
sehr kurze Verdoppelungszeiten und bilden eine homo- 
gene Zellpopulation. 

Die Fig. 1 zeigt einen bcnutzten Transf ektionsvektor 
(pSV IN-1), wie er aus Cohen et aL, 1984 J. ViroL 51 
531 —96 bekannt ist 

Die Fig. 2 zeigt einen daraus ableitbaren zweiten 
Vektor (pUC IN-1 wt> Dabei wurde SV40-DNA aus 
55 pSVIN-1 an den Schnittstellen Bam/Pst geschnitten und 
die Nukleotidsequenzen von bp 1988—2533 entfernt 
Dann die deletierte SV40-DNA in pUC 12 Bam/Pst 
Schmtts telle emkloniert 
Die benutzten Vektoren pUC 12 und pBR 322 sowie 



Stroma aus einer genaudefiniertenemheitlichenZellpo- eo die viralen DNA Sequenzen des Simian Virus 40 sind 



pulatioa Experimentelle Schwankungen, die bei Ver- 
wendung von primaren Zellen aus wechselnden Proban- 
den auf treten, sind somit ausgeschlossen; 

b)Permanenz 

Primare stromale Zellen und die meisten SV-40-im- 
mortalisierten Zellinien sterben nach einer begrenzten 



kommerziell erhaltlich. 

Bei der Transfektion der Knochenmarkszellen wurde 
wie folgt verfahren: 
Knochenmarkzellen wurden fOr 2—3 Wochen in 
65 Langzeitkulturmedium [McCoy's 5a angereichert mit 
12£% fotalem Kalberserum, 12,5% Pferdeserum, 1% 
Natriumbicarbonat, 1% MEM mchtessentielle Amino- 
saurelSsung, 1% L-Glutamin (200 mM), 1% Penicillin/ 
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Streptomydnlfisung — KHM a-ThiogloyceroI, 10" 6 M 
Hydrocortison] gezuchtet ( 5 CO2; 37°C) bis der strom- 
ale Layer subkonfluent war. Einea Tag vor der Trans- 
fektion wurden die adharenten stromaien Zellen durch 
Trypsinbehandlung abgelSst und in 25 cm 2 Kulturfla- 5 
schen rait einer Zelldichte von 5 x 10 s Zellen/ml ausplat- 
tiert Die Transfektion wurde mit casiumchloridgerei- 
nigter Plasmid DNA [pSV-INl und pUCIN-1 wt] durch- 
gefQhrt 

Die Transfektion wurde wie folgt entsprechend dem 10 
Transfektionsprotokoll der Firma Serva pBF instruc- 
tion sheet No. 29421 0] durchgefQhrt 

Die semikonfluenten Zellen wurden einmal mit PBS, 
einmal mit Mccoy's 5a-Medium gewaschen und fQnf bis 
18 Stunden mit einer frisch hergestellten PlasmidlTrans- is 
fectam-Mischung in 8 ml serumfreiem Langzeitkultur- 
Medium in 25 cm 2 Kulturflaschen inkubiert Nach der 
Transfektion wurden die Zellen 2 x mit PBS/10% FCS 
gewaschen und in LTC-Medium kulu'viert bis sie konflu- 
ent waren. Die transfizierten Zellen wurden durch wie- 20 
derholtes Passagieren des stromaien Layers im Verhalt- 
nis 1 : 2 selektioniert Nach ca. 25-30 Passagen erreich- 
ten die immortalisierten Zellen eine sog. Wachstumskri- 
se. Diese Krise wurde flberwunden indem Zellen, die 
sichsehrlangsambzw.garnic±tteiIten,vonihrerUnter- 25 
fcge durch Trypsinbehandlung abgeldst und in eine neue 
Kulturflasche Gberftthrt wurden. Derart behandelte Zel- 
len erholten sich spontan aus der Krise und zeigten 
einen immortalisierten Phanotyp. 

Zwei der so erhaltenen Zellinien wurden bei der 30 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen GmbH hinterlegt Dabei hat die Kuitur mit der 
Eintragungsnummer DSM ACC2055 die interne Num- 
mer L87/4 und die Kuitur mit der Eintragungsnummer 
DSM ACC2056 die interne Nummer L88/5. 35 

Die hinterlegten stromaien Zellinien L87/4 und L88/5 
unterscheiden sich in folgenden Eigenschaften: 

— Expression des T- Antigens: 

L87/4: geringe Expression (Passage 14) 40 
L88/5: starke Expression (Passage 14) 

— Integrationsort der viralen DNA: 
unterschiedliche Integrationsstellen im Genom 

— KonstitutiveFaktorproduktion: 
L88/4:konstitutiveProduktionvonG-CSFundIL- 45 
L88/5: geringe konstitutive Produktion von G-CSF 
und IL-6. 

Die Produktion von G-CSF und IL-6 ist in beiden 
Zellinien durch Bestrahlung induzierbar. ^ 

Im folgenden werden einige wichtige Anwendungs- 
beispiele ffir die Verwendung der Zellinien genannt 

Die stromaien Zellinien L87/4 und L88/5 kdnnen fur 
aUe Experimente verwendet werden, in denen Zellen 
gezQchtet werden soUen, die in Abhangigkeit von einem 55 
Feeder-Layer wachsen. Dies sind sowohl alle hamopoe- 
tischen Vorlaufer- bzw. Stammzellen als Vorlauferzel- 
len der Knochenbildung(Osteoklasten). Positive experi- 
mentelle Ergebnisse liegen bereits fQr das Wachstum 
mlherfeeder.abhangigerB-TumorzeDen(BL70)aufder so 
lame L88/5sowie der LinieL87/4 vor. 

Neben der Kultivierung normaler hSmopoetischer 
Vorlauferzellen kdnnen die Linien L87/4 und L88/5 
auch fQr die Analyse maligner KonchenmarkzeDen aus 
Leukamiepatienten (CML, AML» ALL) unter Medika- es 
menteneinfluB verwendet werden, was im Hinblick auf 
die autologe Knochenmarktransplantation von beson- 
derer Bedeutung ist Experimentelle Schwankungen, die 



bislang aufgrund der Verwendung primarer Feederzei- 
len aus unterschiedlichen Probanden auftraten, sind 
hierbei auszuschlieBen. 

Neben ihrer Eignung als Feederzellen kSnnen die Li- 
nien L87/4 und L88/5 als Producerlinien fQr eine Reihe 
von Wachstumsfaktoren verwendet werden. Bedeutung 
kdnnte hierbei die extrem hohe konstitutive Produktion 
von G-CSF der Linie L87/4 bzw. IL-6 der Linie L88/5 
erlangen. Gezeigt werden konnte ferner eine bislang 
nidit definierte stark stimulierende Aktivitat auf das 
Zellwachstum von 7TD1- bzw. NFSCO-Zellen im kondi- 
tionierten Medium (- ZellkulturQberstand) von 
L88/5-Zellen. 

Die Verwendung als Expressionszellinie ffir Gene die 
in Vektoren kloniert sind die unter Kontrolle des gro- 
Ben T-Ag von SV40 replizieren ist ebenfalls mdglich. Als 
Beispiel seien hier COS-ZeOen genannt 

PatentansprQche 

1. Stromale Zellinie aus menschlichem Knochen- 
mark » welche in ihrem Genom virale DNA Sequen- 
zen des Simian Virus 40 (SV-40) enthalt, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Replikadonsursprunn des 
SV-40-Virus def ekt ist 

2. Stromale Zellinie nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Teil der spaten SV-40-Gene, 
welche fQr die Hflllproteine kodieren deletiert ist 

3. Stromale Zellinie nach Anspruch 1 oder % da- 
durch gekennzeichnet, daB die viralen DNA Se- 
quenzen des Simian Virus 40 mindestens die Berei- 
che enthalten, die ffir das T Antigen kodieren. 

4. Stromale Zellinie nach einem der AnsprQche 1 bis 
3, wie sie unter der Eintragungsnummer DSM 
ACC2055 bei der Deutschen Sammlung von Mi- 
kroorganismen und Zellkulturen GmbH hinterlegt 
ist 

5. Stromale Zellinie nach einem der AnsprQche 1 bis 
3, wie sie unter der Eintragungsnummer DSM 
AOC2056 bei der Deutschen Sammlung von Mi- 
kroorganismen und Zellkulturen GmbH hinterlegt 
ist 

6. Verwendung einer stromaien Zellinie nach einem 
der AnsprQche 1 bis 5 als Feeder Layer f Or hamo- 
poetische Zellen oder Osteoklastenvoriaufer. 

7. Verwendung einer stromaien Zellinie nach einem 
der AnsprQche 1 bis 5 zur Produktion von Wachs- 
tumsfaktoren. 

8. Verwendung einer stromaien Zellinie nach einem 
der AnsprQche 1 bis 5 als Expressionszellinie ffir 
Gene, die in Vektoren kloniert sind, die unter Kon- 
trolle des groBen T-Antigens von SV-40 replizie- 



ren. 
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